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06 September 2000 (06.09.00) 


08 September 1999 (08.09.99) 


Applicant 




DEBUS, Nils-Peter et al 




1. The designated Office is hereby notified of its election made: 


| X| in the demand filed with the International Preliminary Examining Authority on: 


17 February 2001 (17,02.01) 


in a notice effecting later election filed with the International Bureau on: 


2. The election | X| was 




j J was not 




made before the expiration of 19 months from the priority date or, where Rule 32 applies, within the time limit under 


Rule 32.2(b). 
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Form PCT/IB/331 (July 1992) 


EP0008693 



VERTRAG UBER DIE INTERNATIO 
AUF DEM GEBIET DES 



Absender: INTERNATIONALE RECHERCHENBEHORDE 



An 



MAGER , Knut ? 
Mul lerstrasse 178 
13342 Berlin 
GERMANY _ r 



2 o. Am. m 





INTERNATIONALEN RECHERCHENBERICHTS 
ODER DER ERKLARUNG 

(Regel 44.1 PCT) 



Absendedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 



27/08/2001 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 

51754AW0MlXXj/t ^7 



WEITERES VORGEHEN 



siehe Punkte 1 und 4 unten 



Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 00/08693 



Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 



06/09/2000 



Anmelder 

INSTITUT FUR DIAGN0STIKF0RSCHUNG GMBH AN DER. 



1 . Dem Anmelder wird mitgeteilt, daG der internationale Recherchenbericht erstellt wurde und ihm hiermit ubermittelt wird. 
Einreichung von Anderungen und einer Erklarung nach Artikel 19: 

Der Anmelder kann auf eigenen Wunsch die Anspruche der internationalen Anmeldung andern (siehe Regel 46): 

Bis wann sind Anderungen einzureichen? 

Die Frist zur Einreichung solcher Anderungen betragt ublicherweise zwei Monate ab der Obermittlung des 
internationalen Recherchenberichts; weitere Einzelheiten sind den Anmerkungen auf dem Beiblatt zu entnehmen. 

Wo sind Anderungen einzureichen? 

Unmittelbar beim Internationalen Buro der WIPO, 34, CHEMIN des Colombettes, CH-121 1 Genf 20, 
Telefaxnr.: (41-22) 740.14.35 

Nahere Hinweise sind den Anmerkungen auf dem Beiblatt zu entnehmen. 

2. Q Dem Anmelder wird mitgeteilt, daG kein internationaler Recherchenbericht erstellt wird und daG ihm hiermit die Erklarung nach 

Artikel 17(2)a) ubermittelt wird. 



□ 



Hinsichtlich des Widerspruchs gegen die Entrichtung einer zusatzlichen Gebuhr (zusatzlicher Gebuhren) nach Regel 40.2 wird 
dem Anmelder mitgeteilt, daG 

□ der Widerspruch und die Entscheidung hieruber zusammen mit seinem Antrag auf Obermittlung des Wortlauts sowohl des 
Widerspruchs als auch der Entscheidung hieruber an die Bestimmungsamter dem Internationalen Buro ubermittelt worden 
sind. 

□ noch keine Entscheidung uber den Widerspruch vorliegt; der Anmelder wird benachrichtigt, sobatd eine Entscheidung 
getroffen wurde. 



4. Weiteres Vorgehen: 



Der Anmelder wird auf folgendes aufmerksam gemacht: 



Kurz nach Ablauf von 18 Monaten seit dem Prioritatsdatum wird die internationale Anmeldung vom Internationalen Buro veroffent- 
licht. Wilt der Anmelder die Veroffentlichung verhindern Oder auf einen spateren Zeitpunkt verschieben, so muG gemaG Regel 90 
bzw. 9<r!3 vor AbschluG der technischen Vorbereitungen fur die internationale Veroffentlichung eine Erklarung uber die Zurucknah- 
me der internationalen Anmeldung Oder des Prioritatsanspruchs beim Internationalen Buro eingehen. 

Innerhalb von 19 Monaten seit dem Prioritatsdatum ist ein Antrag auf internationale vorlaufige Prufung einzureichen, wenn der 
Anmelder den Eintritt in die nationale Phase bis zu 30 Monaten seit dem Prioritatsdatum (in manchen Amtern sogar noch langer) 
verschieben mochte. 

Innerhalb von 20 Monaten seit dem Prioritatsdatum muG der Anmelder die fur den Eintritt in die nationale Phase vorgeschriebenen 
Handlungen vor alien Bestimmungsamtern vornehmen, die nicht innerhalb von 19 Monaten seit dem Prioritatsdatum in der 
Anmeldung Oder einer nachtraglichen Auswahlerklarung ausgewahlt wurden Oder nicht ausgewahlt werden konnten, da fur sie 
Kapitel II des Vertrages nicht verbindiich ist. 



Name und Postanschrift der Internationalen Recherchenbehorde 



Europaisches Patentamt, P. B. 5818 Patentlaan 2 
NL-2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Bevollmachtigter Bediensteter 

Joannes Vergoosen 



Formblatt PCT/lSA/220 (Juli 1998) 



(Siehe Anmerkungen auf Beiblatt) 



. ANMERKUNGEN ZU FORMBLATT PCT/ISA/220 

2£ 2STS£2^^^^ M Artike, 1 9 geben. Diesen An m erkungen 

ordnung undderVerwartungsnchHinien zu ^Tn^l^Z ^t^^^^^ P*entwesens (POT), der AuXhrung,- 

HINWEISE ZU ANDERUNGEN GEMASS ARTIKEL 1 9 

Ze.chn.maen) wahrend dee intemationajen vorli^en^OfLngsvertn ens Anmetdung (Anspruche. Beschreibung und 

besteht, A^erungen der Anspruche nach Artikel lle^etchen JLte' wen^ SS^wES TS™' ~ rmaJ , erweia9 kei ~ Notwendigkeit 
Schutzes die VeroffentRchung dieser Anspruche wOnscht oderein mdZJZVT. Z?l, zum »nea voriaufigen 

*"Vera ff ent,i^ 

Welche Telle der Intern ationalen Anmeldung kdnnen geandert werden? 

Im Rahmen von Artikel 1 9 kdnnen nur die Anspruche geandert werden. 

vonaufigen PrCtung beau,- 

vor der mit der intern ationa.en voriaufigen ^U^l^^^^^^J^^^ k °""«" "» "ach Artike. 34 
tiZSSiXZ^ Ph - M " nen a " 6 T * <** in'-ationa.en Anmeldung nach Artike, 28 oder gegebanenfalls Artike. 

I Bl * wann Anderungen einzureichen? 

Wo sind die Anderungen nlcht einzureichen? 

Die Anderungen kdnnen nur beim international en Buro nicht nh«r k«:«, a w 

e.ngereicht werden (Regel 46.2). ' aber 60,1,1 AnmeWeamt ^ IntemationaJen Recherchenbehdrde 

Falls ein Antrag auf Internationale vorlaufige Prufung eingereicht wurde/wird, siehe unten. 
In weteher Form kdnnen Anderungen erfolgen? 

u%£^Z?£l£&^;£^™ °*» ™ h «™ Anderungen von den, ursprOnglich eingereichten Blatt 

^n^a^^ — neren. WW ein An.pn.ch gestrichen, «, 

numeneren (Verwaltungsrichtlinien, Abschnitt 20Sb)" Neunumenerung s.nd die Anspruche fortlaufend zu 

We Anderungen alnd In der Sprache -bzutassen, In der dlemtemat.onale Anmeldung varaftentllcht wlrd. 

Weiche Unterlagen sind den Anderungen belzufOgen? 
Begleltachrelben (Abschnitt 20S b)): 

Die Anderungen sind mil einem Begleitschreiben einzureichen. 

natlonalen Anmeldungen in tranzosischer Sprarte ato^sen eb °"™\s m englischer, bel franzoslschsprachlgen Inter- 



Anmerkungen zu Formblatt PCT/ISA/220 (Blatt 1) (Januar 1994) 



BNSDOCID: <XSISA220NODEP4J_> 



' ANMERKUNGEN ZU FORMBLATT PCT/ISA/220 (Forts tzung) 

lm Begleitschreiben sind die Unterschiede zwischen dan Ar»n„^k«„ 

anzugeben. So isl .nsbesondere zu jedemA=^ J ^^A a " ,fl !r ,,Cht8n Und den 9 ea "*rten An 3 pr0cn e 

verschiedenen Anspruchen konnen zusammen^l w JdSb " Anme,dun 8 »™9eben (g.eichlautende Angaben zu 



0 
8) 
HQ 
•v) 
v) 



der Anspruch unverandert ist; 
dor Anspruch gestrichen worden ist; 
der Anspruch neu ist; 

der Anspruch einen oder mehrere AnsprOche in der eingereichten Fassung ersetzt 

der Anspruch auf die Teitung eines Anspruchsin der eingereichten Fassung zurO<*zufuhren ist. 



lm folgenden slnd Befcptele angegeben, wte Anderungen lm BegMtenrelben zu erlautem s.nd- 

SK^TSSSfiS S kStS^S^ 51 -istieren]: 

30, 33 und 36 unverandert; neue A^Se«t 5 ^S g r ^ Ansprtche gleicher Numerierung ersetzt; Ansprflche 

" teSSSa^ -KS-P— « Ansproche e X istieren,: 

3 - S^S£2!^^ Und ~ Anderun 9en dann bes.ehen, da 0 einige AnsprOche gestrichen werden und 

--"•^AnspnW^^ 
•ErWfirung nach Artlkel 19(1}- (Regel 46.4) 

S D ;: ,^rzir*z: mH intemafionaien Anme,dun9 und ** 

Sle ist !„ der Sprach. abzufass^. h, der die inlenurtlonatenAnmeldung vrfffentl.cm w.rd 

WoZurXr 3 " 6 " Sei " ^ darf ' h ' S <™*« 1 in. Eng.ische Obersetz,, nicht mehr a,s 500 

SSSSS rtt^dTXde^ ^ AnsprOchen in der 

e,nzure,c, d in der Uberscbri, * seiche ^ESffi^^ 

nXnS'"* — beStim — «. nur <^11ZT™^ 

Auswlrtcungen eines berefts gestelllon Antrags auf Intematlonalevortauflge PrOfung 

SS ^"^^^ - ' vorlaufige PrOtung 

BOro such eine Kopie der Anderungen bei de3 deHn^ma fontkr f^S ^"^""fl dor Anderungen beim Intension alen 

Regel 62.2 a), erster Satz). mtemationalen vortaufigen Prufung beauftragen Behdrde einreichen (siehe 

SSSSXT Andemn9 ° n hln9,eh "' Ch d " Oberseuung dennt.^ationaten AnmeWung be, m Eintrtt, ,„ d,e 

bestimmten/ausgewahlten Amterzu uberrnitteln ist ut>crsot Z"ng der nach Artikel 19 ge&nderten Ansprflche an die 

SSSS 1 ei,e " ^ * Erf0rdemi8S * iedeS - ^usgewahtten Amts sind Band „ des PCT-LeiHadens «r Anmeider 



Anmerkungen zu Formblatt PCT/ISA/220 (Blatt 2) (Januar 1994) 



BNSOOC1D: <XSISA220NODEP4_I_> 



'ATENT COOPERATION TRE^^^ 

PCT 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 

(PCT Article 36 and Rule 70) 



Applicants or aunt's file reference 
51754AWOM1XX 


See Notification of Transmittal of International 
FOR FURTHER ACTION Prelirninary Examination Report (Form PCT/IPEA/4 1 6) 


International application No\ 

PCT/EP00/08693 


International filing date (day/month/year) Priority date (day/month/year) 

06 September 2000 (06.09.00) 08 September 1999 (08.09.99) 


International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 
A6 IK 49/00, 


Applicant 

INSTITUT FUR DIAGNOSTIKFORSCHUNG GMBH AN DER FREIEN UNIVERSITAT BERLIN 



This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining 
Authority and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



2. This REPORT consists of a total of 



. sheets, including this cover sheet. 



This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have 
been amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority 
(see Rule 70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of _ 



sheets. 



This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 

Certain observations on the international application 



I 


I2SI 


II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 


13 


VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 





Date of submission of the demand 

17 February 2001 (17.02.01) 


Date of completion of this report 

11 December 2001 (11.12.2001) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 
Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 



Form PCT/IPEA/409 (cover sheet) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



itional application No. 
PCT/EPOO/08693 



I. Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis of {Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments ): 

|^| the international application as originally filed. 

|^| the description, pages \z*l > as originally filed, 

pages , filed with the demand, 

pages , filed with the letter of 

pages , filed with the letter of - 



the claims, 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



1-23 



, as originally filed, 

, as amended under Article 19, 

, filed with the demand, 

, filed with the letter of 06 November 2001 (06.11.2001) 
, filed with the letter of 



the drawings, sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

1 I the description, pages 

1 1 the claims, Nos. 



I I the drawings, sheets/fig 



^ I I This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
1 — 1 to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 



4. Additional observations, if necessary: 



Form PCT/IPEA/409 (Box I) (January 1994) 



INTERNATIONAL PREU 



ARY EXAMINATION REPORT 



tional application No. 
'/EP 00/08693 



V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



1 . Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (IA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-17, 21, 22 



18, 19, 20, 23 



1-17, 22 



18-21, 23 



1-23 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



Citations and explanations 

Reference is made to the following documents 



Dl = WO-A-98/18498; 
D2 = WO-A-98/18501; 

D3 = KIKUTA, AKIO ET AL . : " Locali zat ion of ligands 
for L-selectin in mouse peripheral lymph node 
high endothelial cells by colloidal gold 
conjugates", BLOOD (1994), 84(11), 3766-75, 
XP001015464 . 



Claims 1-17, 22 

Dl and D2 disclose contrast agents (in particular 
ultrasound contrast agents), wherein a receptor with 
gas-filled particles is connected as a signal unit. 
The receptors used are directed at endothelial 
ligands. Different reagents are used to bond the 
signal units to the receptors. However, the 
description and the examples do not suggest that a 
bond takes place on the C-terminal end of the 
receptor . 

D3 discloses selectin IgG-chimera connected with 
colloidal gold for representing lymph tissue. 
However, the description does not suggest that the 



Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 



INTERNATIONAL PREL) 



fARY EXAMINATION REPORT 




|tional application No. 
/EP 00/08693 



gold is complexed at the C-terminal end of the 
receptor . 

Hence, the subject matter of Claims 1-17 and 22 is 
novel under PCT Article 33(2). 

The problem addressed by the present invention can 
thus be seen as that of making available contrast 
agents for representing lymph node changes, which 
bond specifically to endothelial ligands (with the 
N-terminal protein end) . The applicant has shown 
that this is possible using receptors, the C- 
terminal ends of which have signal units. None of 
the documents cited discloses or suggests this 
solution . 

Hence, the subject matter of Claims 1-17 and 22 
involves an inventive step according to PCT 
Article 33 (3) . 

Claims 18-19, 20 and 23 

The features (bonding of the signal unit to the 
C-terminal end) that differentiate Claim 1 from the 
prior art are not contained in independent Claims 
18-19, 20 and 23. 

Hence, D3 anticipates the novelty of Claims 18,19, 
20 and 23 (PCT Article 33(2)). 

Claim 21 

The use of a polyhistidine group as a coupling group 
is not described in any of the documents cited. 
Hence, the subject matter of Claim 11 is novel (PCT 
Article 33(2)). 

Claim 21, however, does not contain any feature that 



Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 



INTERNATIONAL PREL ARY EXAMINATION REPORT 



ational application No. 
/EP 00/08693 



comprises a coupling of the signal unit at the C- 
terminal end of the receptor. 

Hence, Claim 21 does not involve an inventive step 
that extends over the entire breadth of the claim 
(PCT Article 33 (3) ) . 

Industrial applicability 

Claims 1-23 satisfy the criteria of industrial 
applicability (PCT Article 33(4)). 



Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRE' 




ARY EXAMINATION REPORT 



3 




ional application No. 
EP 00/08693 



VIII. Certain observations on the international application 



The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 



The back references of Claims 16, 17, 19 and 21 are 
not clear (PCT Article 6) . 

Claims 20—22 contain all the features of Claim 18 
and hence are not correctly worded as dependent on 
the latter claim (PCT Rule 6.4). 



Form PCT/IPEA/409 (Box VIII) (January 1994) 



VERTRAG '4^1 DIE INTERNATIONALE ZUS, 



a^ki 

eSSns 



A^DEM GEBIET DES PATENTWEST 

PCT 

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regeln 43 und 44 PCT) 



5NARBEIT 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 

51754AW0M1XX 


WEITERES siehe Mitteilun 9 ub er die Ubermittlung des internationalen 

Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 00/08693 


Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Mona t/Jahr) 

06/09/2000 


(Frtihestes) Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

08/09/1999 


An m elder 

INSTITUT FUR DIAGNOSTIKFORSCHUNG GMBH AN DER... 



Dieser Internationale Recherchenbericht wurde von der Internationalen Recherchenbehorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro ubermittelt. 

Dieser internationale Recherchenbericht umfaBt insgesamt _3 Blatter. 

fX] Daruber hinaus iiegt ihm jeweiis eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1 . Grundlage des Berichts 

a. Hinsichtlich der Sprache ist die internationale Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefiihrt worden, in der sie eingereicht wurde, sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 



□ 



2. 
3. 



Die internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behorde eingereichten Ubersetzung der internationalen 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefiihrt worden. 

b. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das 

| ] in der internationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthalten ist. 

zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 
bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 
bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den Often barungsge halt der 
internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfaBten Informationen dem schriftlichen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt. 

Bestimmte Ansp ruche haben sich als nicht recherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 
Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung (siehe Feld II). 



□ 
□ 
□ 
□ 

□ 

□ 
□ 



4. Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

l"X~| wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
| | wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt: 



5. Hinsichtlich der Zusammenfassung 

jjTj wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der Behorde festgesetzt. Der 
I [ Anmelder kann der Behorde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 

Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 

6. Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffentlichen: Abb. Nr. 



| | wie vom Anmelder vorgeschlagen Q] keine der Abb. 

| | weil der Anmelder seibst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
| [ weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 1) (Juli 1998) 



INTERN ATIONALER RECHERCHENBERICHT 



w 



Int^^^pnales Aktenzeichen 

pSRp 00/08693 



A. KLASSIRZIERUNG DES ANMELDUNQSGEGENSTANDES 

IPK 7 A61K49/00 A61K49/04 



Nach der Internal ionalen Patentklasslfikation (IPK) Oder nach der nationalen Klassifikation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestpriifstoff (Klasslfikationssystem und Klassifikatlonssymbole ) 

IPK 7 A61K 



Recherchierle aber nicht zum Mindestpriifstoff gehorende Veroffentlichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der internationalen Recherche konsultlerte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 

CHEM ABS Data, EMBASE, BIOSIS, EPO-Internal 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie 0 Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderiich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



WO 98 18498 A (MARSDEN JOHN CHRISTOPHER 
;G0DAL ASLAK (NO); HOEGSET ANDERS (NO); K) 
7. Mai 1998 (1998-05-07) 
Anspriiche 1,11-13,19 

W0 98 18501 A (MARSDEN JOHN CHRISTOPHER 

;HELLEBUST HALLDIS (NO); HOFF LARS (NO);) 

7. Mai 1998 (1998-05-07) 

Seite 47, Zeile 10 -Seite 49, Zeile 20; 

Anspriiche 1,11,12 

Seite 50, Zeile 5 

-/-- 



1-7,11, 
17,21,24 



1-7,11, 
17,21,24 



Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patentfamilie 



° Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen 

'A* Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

*E' alteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem internationalen 
Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 

Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen, oder durch die das Veroffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soil oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

"O" Veroffentlichung, die sich auf eine mundliche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezieht 

■p" Veroffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist 



"T" Spatere Veroffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

"X' Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

•V Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 

Veroffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist 
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IE INTERNATIONALE ZUSPM MEN ARBEIT AUF DEM 
GEBIET DES PATENTWESENS 



PCT 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBER 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 




Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
51754AWOM1XX21+P 


siehe Mitteilung uber die Ubersendung des internationalen 
WEITERES VORGEHEN vorlaufigen Prufungsberichts (Formblatt PCT/IPEA/416) j 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP00/08693 


Internationales Anme\6e6a\um fTag/Monat/Jahr) 
06/09/2000 


Prioritatsdatum (T ag/Monat/T ag) 
08/09/1999 


Internationale Patentklassifikation (IPK) Oder nationale Klassifikation und IPK 
A61K49/00 


Anmelder 






INSTITUT FUR DIAGNOSTIKFORSCHUNG GMBH ... et al. 







1 . Dieser internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der internationalen vorlaufigen Prufung beauftragten 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 ubermittelt. 

2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 5 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 

E3 AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT) 

Diese Anlagen umfassen insgesamt 3 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 



II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 





Grundlage des Berichts 
Prioritat 

Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 
Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



Datum der Einreichung des Antrags 



17/02/2001 



Datum der Fertigstellung dieses Berichts 
11.12.2001 



Name und Postanschrift der mit der internationalen vorlaufigen 

Prufung beauftragten Behorde: 

Europaisches Patentamt 

D-80298 Munchen 
Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax: +49 89 2399-4465 



Bevollmachtigter Bediensteter 
Buttner, U 

Tel. Nr. +49 89 2399 7841 



Formblatt PCT/I PEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP00/08693 



I. Grundlage des Berichts 

1 . Hinsichtlich der Bestandteile der internationalen Anmeldung {Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine 
Aufforderung nach Artikel 14 hin vorgelegt wurden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursprungfich 
eingereicht" und sind ihm nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthalten (Regeln 70. 16 und 70. 1 7)): 
Beschreibung, Seiten: 

1-25 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

1 -23 eingegangen am 06/1 1/2001 mit Schreiben vom 06/1 1/2001 



2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die Internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung Oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich urn 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 

internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

□ in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, daf3 das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, daf3 die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-Vill, Blatt 1) (Juli 1998) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/E POO/08693 



5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 
angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 



6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 1 -1 7, 21 , 22 

Nein: Anspruche 18, 19, 20, 23 

Erfinderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 1 -17, 22 

Nein: Anspruche 18-21,23 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1-23 

Nein: Anspruche 



2. Unterlagen und Erklarungen 
slehe Beiblatt 



VIII. Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 
siehe Beiblatt 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/E POO/08693 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Zu Punkt V 

Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der 
erfinderischen Tatigkeit und der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und 
Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

Es wird auf die folgenden Dokumente verwiesen: 

D1: WO 98 18498 A 
D2: WO 98 18501 A 

D3: KIKUTA, AKIO ET AL: 'Localization of ligands for L- selectin in mouse 
peripheral lymph node high endothelial cells by colloidal gold 
conjugates' BLOOD (1994), 84(1 1), 3766-75 , XP001015464 

Anspruche 1-17, 22 

D1 und D2 offenbaren Kontrastmittel (im besonderen Ultraschallkontrastmittel), 
wobei ein Rezeptor mit gasgefullten Teilchen als Signaleinheit verbunden ist. Die 
verwendeten Rezeptoren sind dabei gegen endotheliale Liganden gerichtet. Die 
Signaleinheiten werden dabei mit Hilfe verschiedener Reagenzien an die 
Rezeptoren gebunden. Aus der Beschreibung und aus den Beispielen geht jedoch 
nicht hervor, daf3 eine Bindung am C-terminalen Ende des Rezeptors stattfindet. 
D3 offenbart mit kolloidalem Gold verbundene Selectin-lgG-Chimare zur 
Darstellung von Lymphgewebe. Aus der Beschreibung geht jedoch nicht hervor, 
daf3 das Gold am C-terminalen Ende des Rezeptors kompexiert wird. 
Daher wird der Gegenstand der Anspruche 1-17, 22 als neu gemaB Artikel 33(2) 
PCT erachtet. 

Die mit der vorliegenden Erfindung zu losende Aufgabe kann darin gesehen 
werden, Kontrastmittel fur die Darstellung von Lymphknotenveranderungen 
bereitzustellen, die spezifisch (mit dem N-terminalen Proteinende) an endotheliale 
Liganden binden. Die Anmeldering hat gezeigt, daB dies mit Hilfe von Rezeptoren 
an deren C-terminalem Ende sich Signaleinheiten befinden, moglich ist. 
Diese Losung wurde in keinem der zitierten Dokumente offenbart oder 
vorgeschlagen. 

Daher beinhaltet der Gegenstand der Anspruche 1-17, 22 eine erfinderische 
Tatigkeit gemaB Artikel 33(3) PCT. 
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Anspruche 18-19. 20. 23 

Die Merkmale (Bindung der Signaleinheit am C-terminalen Ende), die Anspruch 1 
vom Stand derTechnik unterscheiden, sind nicht in unabhangigen Anspruchen 
18, 20 und 23 enthalten. 

Daher nimmt D3 die Neuheit der Anspruche 18,19, 20, 23 vorweg (Artikel 33(2) 
PCT). 

Anspruch 21 

Die Verwendung eines Polyhistidinrestes als Kopplungsgruppe ist in keinem der 
zitierten Dokumente beschrieben. Daher ist der Gegenstand des Anspruchs 22 
neu (Artikel 33(2) PCT). 

Anspruch 21 enthalt jedoch kein Merkmal, das eine Kopplung der Signaleinheit 
am C-terminalen Ende des Rezeptors beinhaltet. 

Daher enthalt Anspruch 21 keine erfinderische Tatigkeit, die sich uber die 
gesamte Breite des Anspruches erstreckt (Artikel 33(3) PCT). 

Gewerbliche Anwendbarkeit 

Anspruche 1-23 erfullen die Kriterien der Gewerblichen Anwendbarkeit (Artikel 
33(4) PCT). 

Zu Punkt VIII 

Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Die Ruckbezuge der Anspruche 16, 17, 19, 21 sind nicht klar gemaB Artikel 6 
PCT. 

Anspruche 20 und 22 enthalten alle Merkmale des Anspruchs 18 und sind daher 
nicht richtig als ein von letzterem abhangiger Anspruch formuliert (Regel 6.4 
PCT). 
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Patentanspriiche 

1. Kontrastmittel zur Darstellung von Lymphknotenveranderungen, von entzundlichen 
Prozessen oder von pathologischen Veranderungen, welche mit der spezifischen 

5 . Expression von endothelialen und/oder leukozytaren Liganden verbunden sind, 
dadurch gekennzeichnet, daB das C-terminale Ende eines Rezeptors, eines 
Rezeptorfragments oder einer Gruppe yon Rezeptoren fur spezifisch exprimierte 
endothelial Liganden an die Signaleinheit gekoppelt wird, wahrend das die 
Bindungsdomane enthaltende N-terminale Ende von der Signaleinheit weg gerichtet 
10 ist. 

2. Kontrastmittel gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB der Rezeptor aus 
mindestens 2 Molekulen besteht. 

3. Kontrastmittel gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die mindestens 2 
Molekule einen Abstand am N-terminalen Ende von 1-8 nm zeigen, oder aber 

15 einen Abstand aufweisen, der dem Abstand der N-terminalen Enden von chimaren 

Molekulen entsprechen, also z.B. Rezeptoren die gegen die Fab-Fragmente von 
Immunglobulingrundgerusten substitutiert wurden. 

4. Kontrastmittel gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB der Rezeptor ein 
L-Selectin-Derivat ist. 

20 5. Kontrastmittel gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB der Rezeptor L- 
Selectin ist. 

6. Kontrastmittel gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB der Rezeptor eine 
L-Selectin-Ig-Chimare ist. 

7. Kontrastmittel gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Signaleinheit 
25 ein paramagnetisms Teilchen enthalt. 

8. Kontrastmittel gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Signaleinheit 
ein superparamagnetisches Teilchen enthalt. 

9. Kontrastmittel gemaB Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB die Signaleinheit 
ein superparamagnetisches Eisenoxidteilchen ist. 

30 10. Kontrastmittel gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Signaleinheit 
ein mit Gas gefulltes Teilchen ist. 
11. Kontrastmittel gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Signaleinheit 
ein paramagnetisms Metallatom enthalt. 
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12. Kontrastmittel gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Signaleinheit 
ein Schwermetallion enthalt. 

13. Kontrastmittel gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Signaleinheit 
ein iodhaltiges Molekiil enthalt. 

5 14. Kontrastmittel gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Signaleinheit 
ein Radionuklid enthalt. 

15. Kontrastmittel gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Signaleinheit 
ein Farbstoffmolekul enthalt, welches Nahinfrarotstrahlung absorbiert. 

16. Kontrastmittel gemaB einem der Anspriiche 1 bis 16, dadurch gekennzeichnet, daB 
10 der Rezeptor mit Hilfe einer Kopplungsgruppe an die Signaleinheit gekoppelt ist. 

17. Kontrastmittel gemaB Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Kopplungsgruppe ein Polyhistidinrest ist. 

18. Verfahren zur Herstellung von Kontrastmitteln zur Darstellung von 
Lymphknotenveranderungen, von entziindlichen Prozessen oder von pathologischen 

15 Veranderungen, welche mit der spezifischen Expression von endothelial en 

und/oder leukozytaren Liganden verbunden sind, dadurch gekennzeichnet, daB ein 
multimerisierter Rezeptor, welcher an die endothelialen Liganden bindet, an eine 
Signaleinheit gekoppelt wird. 

19. Verfahren gemaB Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, daB der multimerisierte 
20 Rezeptor eine L-Selectin-Ig-Chimare ist. 

20. Verfahren zur Herstellung von Kontrastmitteln zur Darstellung von 
Lymphknotenveranderungen, von entzundlichen Prozessen oder von pathologischen 
Veranderungen, welche mit der spezifischen Expression von endothelialen 
und/oder leukozytaren Liganden verbunden sind, dadurch gekennzeichnet, daB 

25 mehrere Rezeptoren, welche an die endothelialen Liganden binden, definiert und 

gerichtet mit Hilfe einer Kopplungsgruppe an eine Signaleinheit gekoppelt werden. 

21. Verfahren gemaB Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, daB die Kopplungsgruppe 
ein Polyhistidinrest ist. 

22. Verfahren zur Herstellung von Kontrastmitteln zur Darstellung von 

30 Lymphknotenveranderungen, von entzundlichen Prozessen oder von pathologischen 

Veranderungen, welche mit der spezifischen Expression von endothelialen 
und/oder leukozytaren Liganden verbunden sind, dadurch gekennzeichnet, daB der 



C-Terminus eines L-Selectin-Molekiils an ein Streptavidin-, Avidin- oder 
Biotinmolekul gekoppelt ist, die Signaleinheit ein Biotin-, Streptavidin- oder 
Avidinmolekul enthalt, und die Kopplung durch die spezifische Bindung zwischen 
Streptavidin und Biotin bzw. Avidin und Biotin beim Zusammengeben der L- 
5 Selectin-Molekule mit der Signaleinheit entsteht. 

23. Verwendung von L-Selectin-Ig-Chimaren zur Herstellung von Kontrastmitteln fur 
die Darstellung von Lymphknotenveranderungen, von entziindlichen Prozessen 
oder von pathologischen Veranderungen, welche mit der spezifischen Expression 
von endothelialen und/oder leukozytaren Liganden verbunden sind. 
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L-Selectin-Kontrastmittel 



Die Erfindung liegt auf dem Gebiet der Kontrastmittei zur bildgebenden Diagnostik 
5 und beschreibt neue Kontrastmittei zur Darstellung von Lymphknotenverandemngen 
und entzundlichen Prozessen sowie von pathologischen Veranderungen, die mit der 
spezifischen Expression von endothelialen und/oder leukozytaren Liganden verbunden 
sind. 

10 Unter endothelialen und leukozytaren Liganden werden im folgenden die Liganden in 
den Lymphknoten Sgp50/GIyCAM- 1 , (Imai et al.. 1993), CD34 (Baumheter et al.. 
1993), MadC AM- 1 (Berg et al.. 1993), Sgp200 (Hemmerich et al.. 1994), die 
Liganden auf Leukozyten PSGL-1 (Moore et al.. 1992) und KGla-Ligand (Sackstein 
et al., 1997) sowie die L-SeJectinliganden auf entzundeten vaskularen Endothelien 

15 (Zakrzewicz et al., 1997; Girard und Springer, 1995) verstanden. 

Als bildgebende Verfahren konnen die Kemspintomographie. Ultraschallbildgebung, 
Bildgebung unter Verwendung von Rontgenstrahlen (Rontgen oder 
Computenomographie), szintigraphische Bildgebung unter Verwendung von 
20 Radionukliden (Gammakamerabildgebung, SPECT, PET) und die Bildgebung mittels 
Nahinfrarotstrahlung (NIR-Strahlung) dienen. 

Lymphknotenverandemngen werden bisher mittels Bildgebung unter Verwendung von 
Rontgenstrahlen (Computenomographie) aufgrund der Voiumenzunahme aiagnostiziert 
25 oder in der Kemspintomographie durch Gabe von Kontrastmitteln dargestellt, die von 
Makrophagenpopulationen des Lymphknotens unspezifisch aufgenommen werden 
(Magnetite bzw. hochmolekulare gadoliniumhaltige Kontrastmittei fur die 
Magnetresonanzbildgebung). 

Entzundliche Prozesse werden bisher unspezifisch durch den Nachweis des erhohten 
30 Austritts von Plasmarlussigkeit in das entziindete Gewebe direkt oder unter 

assistierender Kontrastmmeigabe uargesteik. Aitemauv konnen derartige Prozesse 
auch durch Leukozytenpopulationen diagnostizien werden, die vorher mit geeigneten 
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Signalmolekulen in vitro oder in vivo markien wurden. Ais Signalmolektile dienen 
dabei spezifische radionuklidmarkierte Antikorper gegen 
Leukozytenobertlachenantigene oder Magnetite, die von bestimmten 
Leukozytenpopulationen in vitro phagozytien wurden. 

Alle diese Verfahren versuchen, Lymphknotenveranderungen una entzundliche 
Prozesse indirekt darzusteilen. 

Zum gegenwartigen Zeitpunkt existiert kein nachweislich funktionierender direkter und 
spezifischer Nachweis von Lymphknotenveranderungen und entzundlichen Prozessen 
sowie von pathologischen Veranderungen, die mil der spezifischen Expression von 
endothelial Liganden verbunden sind, mittels bildgebender Diagnostik. 

Die Internationale Patentanmeldung WO 93/06835 beschreibt ein Adhasionsmolekul 
auf Leukozyten, sogenanntes L-Selectin, und gibt bereits Hinweise auf dessen 
Verwendung zur Darstellung von entzundlichen Prozessen. Insbesondere wird die 
Struktur der cDNA-Nukleotidsequenz dieses Molekiils und der entsprechenden 
Aminosauresequenz offenbart. Es wird vorgeschlagen, dieses Protein als 
Kontrastmittel zur Darstellung von entzundlichen Prozessen zu benutzen, indem man 
das Protein mil Radionukliden oder paramagnetischen Substanzen markiert. Eine 
detaillierte Beschreibung der Herstellung derartiger Kontrastmittel fehlt allerdings. Es 
gibt keine Hinweise darauf, wie die Markierung der Proteine erfolgen soli, und auch 
keine Beispiele dafur, daB die markierten Proteine tatsachlich in vivo den gewunschten 
Effekt zeigen. 

Es besteht nach wie vor ein groBer Bedarf an spezifischen Kontrastmitteln fur die 
Darstellung von Lymphknotenveranderungen oder entzundlichen Prozessen sowie ein 
Bedarf an spezifischen Mitteln zur Darstellung von pathologischen Veranderungen, 
welche mit der spezifischen Expression von endothelialen Liganden verbunden sind. 



Aufgabe der voriiegenden Ernndung isi es daher, diese spezifischen Kontrastmittel 
sowie Verfahren zu deren Herstellung bereitzustellen. 
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Diese Aufgabe wird mit den neuen Kontrastrnitteln und den Verfahren zu deren 
Herstellung gelost. 

Die neuen Kontrastmittel enthaiten einen Rezeptor. z.B. Adhasionsmoiekiile wie das 
5 L-Selectin-Molekul. in seiner biologisch korrekten raumlichen Ausrichtung, so daB das 
Kontrastmittel spezifisch und selektiv an endotheliale Liganden binden kann. 
Biologisch korrekte Ausrichtung bedeutet, daB das N-terminale Proteinende mit der 
ligandenbindungsfahigen Lektin-Domane nach auBen, von der Zelle oder von einem 
Trager oder der Signaleinheit weg zeigt, wahrend das C-terminale Proteinende der 
10 vollstandigen oder einer verkurzten Proteinsequenz in die Zelle bzw. nach innen zur 
Zelle oder zu einem Trager oder zu der Signaleinheit hin zeigt. Unter dem Begriff 
Rezeptor wird eine molekulare Einheit verstanden, weiche spezifisch an die oben 
definierten endothelialen und leukozytaren Liganden bindet. 

15 Besonders uberraschend war die Erkenntnis, daB das Kontrastmittel dann besonders gut 
an seine Zielstruktur bindet, wenn der Rezeptor als Multimer vorliegt. Das bedeutet, 
daB das Kontrastmittel bevorzugt dann an die endothelialen Liganden bindet, wenn 
wenigstens zwei Adhasionsmoiekiile, z.B. zwei L-Selecun-Molekule, deflniert und 
gerichtet an eine Signaleinheit gekoppelt sind. 

20 

Die Erfindung betrifft daher Kontrastmittel zur Darstellung von 
Lymphknotenveranderungen, von entzundlichen Prozessen oder von pathologischen 
Veranderungen, weiche mit der spezifischen Expression von endothelialen Liganden 
verbunden sind. und weiche dadurch gekennzeichnet sind. daB ein Rezeptor. ein 

25 Rezeptorfragment oder eine Gruppe von Rezeptoren fur spezifisch exprimierte 
endotheliale und/oder leukozytare Liganden in detinierter Ausrichtung an eine 
Signaleinheit gekoppelt sind. Der Rezeptor ist bevorzugt ein L-Selectin-Molekul, ein 
L-Selectin-Derivat oder ein Fragment von L-Selectin. Die Signaleinheiten variieren je 
nach Verwendungszweck: fur die Kernspintomographie muB die Signaleinheit aus 

30 paramagnetischen oder superparamagnetischen Teilchen bestehen, bevorzugt sind 

superparamagnetische Eisenoxidteilchen. Fur diesen Verwendungszweck konnen auch 
Gadoliniumkomplexe oder sonstige paramagnetische Metallkomplexe verwendet 



WO 01/1 7566 PCT/EPOO/08693 

-4- 

werden. Fur die Bildgebung mittels Rontgenstrahlen werden bevorzugt iodhaltige 
Molekule Oder solche mit Schwermetailatomen venvendet. Fur die 
Ultraschallbildgebung werden stabilisiene Gasblaschen eingesetzt. In der 
Radiodiagnostik verwendet man Radionuklide aJs Signaleinheit. SchlieBlich konnen 
5 Nahinfrarotfabstoffe als Signaleinheiten tur Kontrastmittel in der Nahinfrarotdiagnostik 
eingesetzt werden. 

Die Multimerisiemng des Rezeptors kann auf zweierlei Weise erfolgen. Erstens 
konnen mehrere Rezeptoren (z.B. L-Selectin) definien und gerichtet an eine 
10 Signaleinheit gekoppelt werden. Zweitens konnen bereits multimerisiene Rezeptoren 
(z.B. multimeres L-Selectin) an die Signaleinheit gekoppelt werden. 

a) Gerichtete Kopplung des Rezeptors an die Signaleinheit 

15 Um eine gerichtete Kopplung monomeren L-Selectins an partikulare Trager zu 
ermoglichen, wurden Proteinformen erstellt, die am C-Terminus mit einer Kopplungs- 
gmppe versehen sind, um so die korrekte raumliche Ausrichtung zu gewahrleisten 
(Beispiel 2^. Eine Kopplungsstruktur, die die Anforderungen von hoher Afflnitat und 
geringer Grofle optimal erfullt, ist der Polyhistidin-Tag (multi-His, z.B. bestehend aus 

20 4 oder mehr Histidinmolekulen), der mit Ni- oder Co-komplexierten Chelatoren (im 
folgenden vereinfacht Nickelchelator genannt) interagiert. 

r 

Die gerichtete Kopplung kann erfolgen, indem ein multi-His-getaggtes Selectin uber z. 
B. Ni 2 Monen an einen geeigneten Chelator gebunden wird. Die Chelatoren werden 

25 dazu an die Signaleinheit gekoppelt. Ist die Signaleinheit ein ferrimagnetisches 
Nanopartikel. wie z.B. ein Dextranmagnetit, so erfolgt die Kopplung durch Oxidation 
mit Natiumperiodat. Die Kopplungschemie basiert auf der Oxidation von Diolgruppen, 
die in Carboxydextran vorliegen. Da derartige Diolgruppen auch in Starke vorliegen, 
sind auch solche ferrimagnetischen Nanopartikel geeignet. deren HQllmateriaiien aus 

30 Starke, Carboxydextran oder vergleichbaren Materialien bestehen. Weiterhin konnen 
die Chelatoren an mit Dextran oder vergleichbaren HQllmateriaiien beschichteten 
nichtradioaktiven und radioaktiven Kolloidpartikeln gekoppelt werden. Die Chelatoren 
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kdnnen eben falls an kompakte oder gefullte oberilachenmodirlzierte Polymerkugeln 
gekoppelt werden. Die Fullung der Poiymerkugein kann aus einem Gas. einem 
rontgendichten Material, einer radioakiiven Substanz oder Fluoreszenzfarbstoffen wie 
z.B. NIR-Farbstoffen bestehen. Die Chelatoren konnen auch an Dendrimerstrukturen 

5 gekoppelt werden. die wiederum mit tluoreszierenden Farbstoffen. rontgendichten, 
paramagnetischen. terrimagnetischen Signaleinheiten oder mit gasgefullten 
oberflachenmodifizierten polymeren Signalmolekulen dotiert sind. 
Die an partikulare Trager (Nanopanikel. Kolloidpartikel, Polymerkugeln) gekoppelten 
Chelatoren, welche die Bindung an die multi-His-modifizieren Rezeptoren 

10 ermdglichen, konnen radioaktive Metalle oder Metallionen enthalten. die in der 
diagnostischen Bildgebung ein Signal geben. 

Die gerichtete Kopplung von Selectmen kann weiterhin uber andere molekulare 
Eigenschaften erreicht werden. So konnen beispielsweise die Signaleinheiten auf ihrer 
Oberflache oder an ihrer Struktur Streptavidin oder andere Avidinvarianten tragen und 

15 biotinyliene Selectine binden und umgekehrt. An die Signaleinheiten kann auch ein 
selectinspezifischer Antikorper gekoppelt werden. der aufierhalb des aktiven Zentrums 
des Selectins bindet, und somit dessen Bindungsfahigkeit nach Kopplung an die 
Signalpartikel nicht zerstort. Ein weiteres Verfahren zur Herstellung der 
erfindungsgemaflen Kontrastmittei besteht daher darin, daB der C-Terminus eines L- 

20 Selectin-Molekuls an ein Streptavidin-, Avidin- oder Biotinmolekul gekoppelt ist, die 
Signaleinheit ein Biotin- ? Streptavidin- oder Avidinmolekul enthalt. und die Kopplung 
durch die spezifische Bindung zwischen Streptavidin und Biotin bzw. Avidin und 
Biotin beim Zusammengeben der L-Selectin-Molekule mit der Signaleinheit entsteht. 

25 b) Kopplung mit Hilfe muitimerisierter Rezeptoren 

Eine zweite Moglichkeit, L-Selectin-Molekule gerichtet an eine Signaleinheit zu 
koppeln, ist, L-Selectin-Chimaren zu verwenden (Beispiel 3). L-Selectin-Ig-Chimaren 
bestehen aus L-Selectin und Immunglobulindomanen. Dabei bestimmt die Art des 
30 verwendeten Immunglobulinfragmentes (Ig) den Multimerisierungsgrad der 

Chimaren: Ig der y-Klasse tragen 2 Fab-Fragmente. die gegen L-Selectin ausgetauscht 
wurden. Somit tragen L-Seieain-lgG-Chimaren 2 L-Selectin frag men te pro Molekul. 
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Ig der /x-Klasse tragen bis zu 10 Fab-Fragmehte, die gegen L-Selectin ausgetauscht 
wurden. Folglich tragen die L-Selectin-IgM-Chimaren bis zu 10 L-Selectinfragmente 
pro Molekul. Der Abstand der Ligandenbindungszentren der L-Selectine in den 
Chimarenuntereinheiten entspricht dem urspningiichen Abstand der Fab-Fragmente 
und betragt im allgemeinen zwischen 1 und 8 nm. meist ca. 5 nm. 
Chimare Molekule konnen auch aus L-Selectin und weiteren multimerisierenden 
Proteinen gebildet werden. Das Mannose-binding-Protein kann, bestehend aus 4 
Untereinheiten, somit mit 4 L-Selectin-Einheiten dotiert werden. Das cartilage 
oligomeric matrix Protein (COMP, Tomschy et ai., 1996) wiederum besteht aus 5 
Untereinheiten, die N-terminal mit dem C-terminalen Ende des L-Selecuns verknupft 
werden konnen. 

Die chimaren Molekule aus Selectin und dem Fc-Teil von Antikorpern konnen 
entweder uber einen Antikorper gegen den Fc-Teil oder uber Protein A, Protein L 
bzw. Protein G - bakterielle Zeli wand molekule, die den Fc-Teil von Immunglobulinen 
binden - gerichtet (und bereits multimerisiert!) an Partikeloberflachen gebunden 
werden. Die Kopplung von Protein G an die Oberflache von Dextranmagnetiten wird 
in Beispiel 14 beschrieben. 

Alle oben genannten chimaren Molekule aus Selecun und einem Multimerisiemngsteii 
konnen am C-terminalen Ende weitere Modifikationen tragen, z.B. einen multi-His-tag 
(Beispiel 4), an den wiederum Chelatoren binden konnen, die ihrerseits an 
Signaleinheiten gekoppelt sind, wie in Beispiel 5 beschrieben. 

Mit dem Rezeptor oder den Rezeptorgruppen sind verschiedene Signaleinheiten 
verbunden, je nachdem, in welchem diagnostischen Verfahren das Kontrastmittel 
verwendet werden soil. 

Zum Beispiel konnen als Signaleinheiten ferrimagnetische Parukel (Magnetite, Ferrite. 
Cobaltferrite u.a.) verwende; '.verden. die aus einem monokristallinen 
ferrimagnetischen Kern und aus einer Hulle bestehen (Beispiel 13 und 14). Die Huile 
ist kovalent mit dem Kern verbunden oder umschlielit den Kern vollstandig ohne 
direkte chemische Bindung. Die Hulle kann aus Dextran. Starke oder nieder- oder 



WO 01/17566 

PCT/EP00/08693 

-7- 

hochmolekularen aJiphatischen Oder aromatischen Ketten bestehen. Die HOlle verfugt 
entweder direkt uber funktionelle Gruppen (Amino-. Carboxyl-. Thiolgruppen. b.a.), 
die zur weiteren Kopplung verwendet werden konnen. oder uber Gruppen. die nach 
chemischer Aktiviemng zur weiteren Kopplung funktionalisien werden. Derartige 
Verbindungen sind z.B. in WO 92/12735. WO 92/22586. EP 0 186 616 und der US 
4,101.435 beschrieben. 

Es konnen auch Verbindungen verwendet werden. die aus der Kombination von 
ferrimagnetischen Partikeln und daran kovalent gekoppelten Verbindungen bestehen, 
wobei die kovalent gekoppelten Verbindungen mit funktionellen Gruppen versehen 
sein konnen oder dotierbare langerkettige aliphatische Verbindungen enthalten konnen. 

Als Signaleinheiten konnen renter paramagnetische Metalle und Metallverbindungen 
eingesetzt werden (insbesondere Gadoliniumkomplexe). Hierbei wird das Metallatom 
von einem Chelator komplexien, der daruber hinaus direkt oder uber einen Trager 
verminelt weitere funktionelle Gruppen (Amino-, Carboxyl-, Thiolgruppen, o.a.) 
aufweist, die zur weiteren Kopplung verwendet werden konnen. Der Chelator kann 
hierbei auch auf Dendrimeren dotiert sein (Beispiel 15), wie sie z.B. in DE 43 444 60 
beschrieben werden. 

Die genannten Anforderungen werden auch von Verbindungen erfullt, die aus der 
Kombination von Chelator und einem weiteren Element bestehen, das seinerseits 
funktionelle Gruppen aufweist, die zur weiteren Kopplung verwendet werden konnen. 
ErfindungsgemaB konnen als solches Element dotierbare Dendrimere, dotierbare 
langerkettige aliphatische Verbindungen oder dotierbare Partikel mit einem 
Durchmesser von 4-200 nm. bestehend aus Magnetiten. Polystyren. Dextran. Starke 
usw. verwendet werden. 

Als Signaleinheiten konnen rontgendichte Molekule (z.B. Iod- Verbindungen), Metalle, 
Metallverbindungen und Kolloide (z.B. kolloidale Goldpanikel, siehe Beispiel 6, 7 
bzw. 12) eingesetzt werden. Hierbei werden die Rezeptoren oder Rezeptorgruppen mit 
den rontgendichten Substanzen in Analogie zum oben genannten direkt oder indirekt 
verbunden. So werden iodhaltige Verbindungen mit Kopplungsgruppen eingesetzt. an 
die Chelatoren zur Bindung v 0 n multi-His-L-Selectinen oder Fc-bindende Substanzen 



WO 01/17566 PCT/EP00/08693 

-8- 

zur Bindung von L-Selectin-Chirnaren gekoppelt wurden. Indirekt verbunden bedeutet, 
dafi die rontgendichten Molekule in Signaieinheiten eingelagen werden. wobei letztere 
mit den Rezeptoren oder Rezeptorgruppen direkt verbunden werden. 

Als Signaieinheiten konnen radioaktive Moiekule. Meiaile, Metallverbindungen und 
Kolloide (z.B. kolloidale l98 Au- oder ,99 Au-Partikel. siehe Beispiel 10 und 11 ) dienen, 
die in Analogie zum oben genannten an die Rezeptoren oder Rezeptorgruppen 
gebunden werden. 

Die Bindung von L-Selectin an seine Liganden erfoigt bevorzugt unter ScherkrafteinfluB 
(Finger et aL, 1996). Werden partikulare Signaieinheiten an L-Selectin gekoppelt, so 
werden dadurch zusatzlich Scherkrafte induzien ? die zu einer verbesserten Bindung des 
L-Selectin-Partikel-Konstruktes im Vergieich zu reinem L-Selectin fuhren (siehe Beispiel 
8). 

Als Signaieinheiten konnen fluoreszierende Farbstoffe (z.B. NIR-Farbstoffe) 
verwendet werden. Diese konnen entweder direkt in Analogie zum oben genannten an 
die Rezeptoren oder Rezeptorgruppen gekoppelt werden, oder indirekt mit diesen 
verbunden werden (Beispiel 18 und 19). So konnen die Farbstoffe in Dendrimere 
dotiert werden, in kompakte oder hohle farbstoffenthaitende Polymerpartikeln 
eingebunden werden oder direkt an Substanzen (Protein A, Protein L ? Protein G oder 
speziflsche gegen die Multimerisierungsdomane gerichtete Antikorper) gekoppelt 
werden. die wiederum an die Multimerisierungsdomanen chimarer L-Selectinmolekule 
binden. Geeignete Farbstoff moiekule und deren Herstellung werden z.B. in WO 
96/17628 beschrieben. 

Als Signaieinheiten konnen gasgefullte oberflachenmodifiziene Polymerkugeln genutzt 
werden, die in Analogie zum oben genannten an die Rezeptoren oder Rezeptorgruppen 
gekoppelt werden (siehe Beispiele 20 bis 22). 
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Beispiele 

Die nachfoigenden Beispiele eriautern die Ertlndung. 

Beispiel 1: Klonierung und Expression von L-Selectin 

Aus der IgtlO cDNA Bank der humanen Lymphomzellinie Raji wurde ein Klon 
isoliert. der den gesamten kodierenden Bereich von L-Selectin enthalt und von 5 '- 
und 3 '- nicht translatierten Bereichen flankiert ist. Dieser wurde in den pCRII-Vektor 
des TA-CloningSystems» integriert. Das daraus resultierende Konstrukt wurde als 
LamTA4 bezeichnet und bildete die Grundlage fur die Herstellung der L-Selectin 
Konstrukte. Dabei ergibt sich die Abkurzung zur Benennung (siehe auch die 
Internationale Patentanmeldung WO 93/06835) des L-Selectin Konstmktes aus dem 
einklonienen Sequenzabschnitt. *sL" steht fur -soluble" L-Selectin . das der ioslichen 
Form des Molekuls entspricht, wie sie im humanen Serum vorkommt. Diese Form 
enthalt die Lectin-, die EGF und 2 SCR-Domanen. Dagegen fehlen dieser Form die 
cytoplasmatische und die transmembranare Domane, wobei bei der Konstruktion die 
physiologische Schnittstelle, an der sL-Selectin von der Zelloberflache proteolytisch 
abgetrennt wird, eingehalten wird. Das sL-Fragment wurde mittels PCR aus dem 
Ausgangsklon LamTA4 generiert und wieder in den Vektor pCRII des TA- 
CloningSystems® integriert. Das rekombinante sL-Selectin wurde in einer 
glykosylierten Form wie folgt hergestellt. Der sL-Selectin Sequenzabschnitt wurde in 
den Vektor pCR3.1 des TA CloningSystems® fur die Expression in K562-Zellen und 
in den Vektor pMPSV-HE fur die Expression in BHK-Zellen einkloniert. 
AnschlieBend wurden Klone isoliert und mittels Geniticin (im Falle des pCR3.1- 
Vektors) bzw. nach Kotransfektion mit Puromycin-resistenzvermittelnden Vektoren 
(im Falle des pMPSV-HE-Vektors) selektiert. Die Kulturuberstande von L-Selectin- 
sezernierenden K562- bzw. BHK-Zeilen wurden mittels 

Immunaffinitatschromatographie iiber CNBr aktiviene Sepharose-Matrix, an die der 
Antikorper DREG200 (Kishimoto et al.. 1990) gebunden wurde, gereinigt. Die 
Quantifizierung der Mengen von L-Selectin zur Bestimmung der Ausbeute erfolgte 
mittels ELISA unter Verwendung der Antikorper DREG200 und DREG55 (Kishimoto 
etal., 1990). 
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Beispiel 2: Kloniemng und Expression von multi-His-L-Seiectin 
Unter Verwendung eines partiell komplementaren PCR-Primers. der zusatzlich die 
Sequenz von sechs Histidinen (multi-His) tragi, wurde ausgehend von dem 
Ursprungsklon LamTA4 (siehe Beispiei 1) ein L-Selecun-Konstrukt mit C-terminaler 

5 Kopplungsgmppe generien. Das sL-Se lectin- multi-His- Fragment (kodiert das Protein 
multi-His-L-Selectin) wurde in die Expression svektoren pCR 3.1 (Invitrogen) und 
unter Berucksichtigung des Leserasters in SRa-GS-Seq (Berlex Lab., Inc.) und den 
Baculo Transfer Vektor pBBS 250 (Berlex Lab., Inc.) einkloniert. BHK-Zellen wurden 
mit mulu-His-sL-Selectin-Konstrukt unter Zugabe eines Genincin- 

10 resistenzvermittelnden Vektors transfiziert. Es wurden Klone isoliert. die in die 
Kulturuberstande das Protein multi-His-L-Selectin sezernieren. 
Zur Expression des multi-His-L-Selectins in Insektenzellen wurde das multi-His-sL- 
Selectin-Konstrukt in den Baculo Transfer Vektors ubertuhrt und anschlieflend in das 
virale Genom transferien. Mit diesen rekombinanten Viren wurden Sf9- t High Five™ 

15 und Estigmena acrea-Zellen infiziert. Die rekombinanten Proteine wurden, wie im 
Beispiei 1 beschrieben, mittels Immunaffinitatschromatographie an DREG200 
gexeinigt. 

Beispiei 3: Herstellung und Expression von L-Selectin-Ig-Chimaren 

20 Die L-Selectin-IgG-Chimaren, die pro Molekul 2 L-Selectine tragen, wurden von 

folgenden Konstmkten ausgehend hergestellt: Maus-L-Selectin-Humane-IgG-Chimare 
(hlgG-mLS) im pCMV5-Expressionsvektor (Watson et al., 1990), Ratten-L-Selectin- 
Humane-IgG-Chimare (hlgG-rLS) im pCDM8-Expressionsvektor (Tamatani et al., 
1993), Humane-L-Selectin-Humane-IgG-Chimare (hlgG-hLS) im pCMV5- 

25 Expressionsvektor (Mebius und Watson, 1993). Immunglobuline der /x-Klasse tragen 
5 /x-globulinahnliche sternformig angeordnete Molekule und somit 10 Fab-Fragmente, 
die gegen L-Selectin ausgetauscht wurden. Somit tragen L-Selectin-IgM-Chimaren 10 
L-Selectinfragmente pro Molekul. Ausgehend von einem Konstrukt im pCDM8- 
Expressionsvektor wurde die Maus-L>Selectin-Humane-IgM-Chimare hergestellt (Maly 

30 etal., 1996). 

Die rekombinanten Expressionsvektoren wurden in E. coii ampiifiziert, gereinigt und 
anschlieftend in eukaryotische Zellen transfizien. 
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Die rekombinanten Vektoren der Maus-L-Selectin-Humane-IgM-Chimaren wurden in 
COS-7 und in CHO-K1 Zellen mit einem Geniticin-resistenzvermittelnden Vektor 
kotransiizien. Stabii produzierende Klone beider Zellinien wurden isoliert. Zusatzlich 
wurde das cDNA-Fragment, das fur das Chimarenprotein kodiert, mit 

5 Restrikrionsendonukleasen aus dem Vektor pCDM8 herausgeschnitten und in den 
Vektor pcDNA3 subkloniert. Mit diesem Konstrukt wurden HEK293 Zellen 
transfiziert und Klone isoliert. Die Aufreinigung der hlgM-mLS Chimaren erfolgte 
mittels Immunaffinitatschromatographie an MEL-14 (Bowen et al., 1990). Die 
Produktion und Reinigung der Chimaren wurde mittels ELISAs verfolgt (MEL-14 als 

10 Fangantikorper und an ti-hlgG- Phosphatase als Detektionsantikdrper). 

Die IgG-Chimaren (Human-, Ratten- und Maus-L-Selectin-Humane-IgG-Chimaren) 
wurden durch Kotransfektion mit dem Vektor pcDNA3 in stabii produzierenden 
HEK293 und CHO-K1 Zellen hergestellt. Die Aufreinigung der hlgG-LS Chimaren 
erfolgte mittels Affinitatschromatographie an Protein G (Pharmacia): Nach dem 

15 Auftragen des Kulturuberstandes auf die Saule, wurde die Matrix mit 20 mM 

Natriumphosphat (pH 7,0) gewaschen. Eluiert wurde mit 0,1 M Glycin (pH 2,5), die 
Eluate wurden mit gesattigter K 2 HP0 4 -L6sung neutralisiert. 

Beispiei 4: Herstellung und Expression von LrSelectin-Ig-muIti-His-Chimaren 

20 Die Maus-L-Selectin-Humane-IgG-Chimare (hlgG-mLS) im pCMV5- 

Expressionsvektor (siehe Beispiei 3) wurde unter Verwendung eines partiell 
komplementaren PCR-Primers, der zusatzlich die'Sequenz von sechs Histidinen 
(multi-His) tragt, urn eine am Fc-Fragment der Chimare ansetzende C-terminale 
Histidin-Kopplungsgruppe verlangert (siehe Beispiei 2) . Die Amplification, Reinigung 

25 und Transfektion des rekombinanten Expressionsvektors sowie die Isolierung von 
stabii produzierenden HEK293 Zellklonen erfolgte, ebenso wie die Produkuon und 
Reinigung der multi-His- Chimaren in Analogie zu der im Beispiei 3 beschriebenen 
Prozedur. 
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Beispiei 5: Synthese von radioaktiven Chelator-Signaleinheiten und Kopplung 
von multi-His-L-Selectinen als szintigraphische Kontrastmittel 

U.a. sind Calcein und Newport Green (Molecular Probes, Inc.) Nickelionen 
komplexierende Chelatoren. die an muiti-His-Proteine binden konnen. Daruber hinaus 
sind Calcein und Newport Green iodierbar und konnen so als Signaleinheit zur 
szinugraphischen Bildgebung eingesetzt werden. Mit 1 nMol Newport Green wurden 
10 /xl 0,25 M Phosphatpuffer pH 6.5-7,5 (Iodierungspuffer), der 0,2 mCi Na 123 I 
enthielt, sowie 5 /xl Chloramin T (8 mg/ml in Iodierungspuffer) fur 2 min bei 
Raumtemperatur inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 10 /xl Na 2 S 2 0 5 (8 
mg/mi in Iodierungspuffer) sowie von 100 /il Nal (2 mg/ml in Iodierungspuffer) 
beendet. Anschlieflend wurden 1 nMol L-Selectin-IgG-mulu-His-Chimare (hergestellt 
nach Beispiei 4) und 1 iU 50 mM NiAcetat (50 nMol) zum iodierten Newport Green 
hinzugegeben. Nach 20 minutiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde das Produkt 
(L-Selecun-IgG-multi-His-Chimare)-(Ni)-(Newport Green)-( l23 I) uber eine PD10- 
Saule in Phosphatpuffer von den niedermolekularen Substanzen (Nickelionen, 
ungebundenem Newport Green sowie Iodierungsreakuven) gereinigt. Der Erhalt der 
Bindungsfahigkeit der iodienen L-Selectin-Chimare wurde auf Cryoschnitten mit 
anschlieflender Mikroautoradiographie nachgewiesert. 

Beispiei 6: Synthese von kolloidalem Gold 

Fur einen 100 ml Ansatz wurden 80 ml aqua dest. und 50 id 20% HAuCl 4 vorgelegt 
und auf 60°C erwarmt. Nach Zugabe einer Ldsung, die 4 mi 1 % NaCitrat, 18 ml aqua 
dest. sowie 80 /xl I % Tannin enthielt, wurde das Reaktionsgemisch auf 95 °C fur 10 
Minuten erhitzt. Der Farbumschlag der Losung von gelb zu rot zeigt die Bildung der 
Kolloidteilchen. Das Produkt wurde abgekuhlt und sterilfiltriert. Der Durchmesser der 
Kolloide betragt 8-12 nm. 

Beispiei 7: Synthese von L-Selectin-Ig-Chimiiren-Protein G-koIloidalem Gold- 
Konstrukten 

Zu 10 ml kolloidalem Gold (Herstellung siehe Beispiei 6) wurden 300 /xl Protein G (2 
mg/ml. in aqua dest) fur 1 Stunde bei Raumtemperatur gegeben. Freies, in Losung 
voriiegendes ungebundenes Protein G wurde durch mehrfaches Waschen gegen Puffer 
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(10 mM HEPES pH 7.4, 150 mM NaCl). mittels Zentrifugation bei 30.000 g mit 
einem Sorvall 80AT3-Rotor abgetrennt. Die Protein G-Go!dkolloide wurden in 300 M l 
Puffer aufgenommen. Durch Tracermessungen konnte gezeigt werden, daJJ ca. 15 
Protein G-Molekule auf einem 10 nm kolloidalem Goidpartikel gebunden wurden. 
Anschliefiend wurden die IgG-Setectinchimaren an diese Konstrukte gekoppelt. 50 m 
Maus- Oder Ratten-L-Selectin-IgG-Chimare wurden zu je 300 „1 Protein G-kolloidate 
Gold gegeben. Nach 1 Stunde Inkubation bei Raumtemperatur konnten ca. 80-90 % 
der eingesetzten Chimarenmenge an die Protein G-Goldkolloide gebunden werden. Die 
Bindungsfahigkeit der IgG-Selectinchimaren-Protein G-Goldkolloid-Konstrukte an L- 
Selectinliganden wurde an Gefrierschnitten peripherer Lymphknoten und 
anschliefiender Silbertarbung gezeigt. 

Beispiel 8: Surface plasmon resonance (SPR) Messungen mit L-Selectin-Ig- 
ChimSren-Protein G-kolloidalem Gold-Konstrukten 

Maus- bzw. Ratten-L-Seleainchimaren-Protein G-Goldkolloid-Konstrukte (Herstellung 
siehe Beispiel 7) wurden mit BIAcore Laufpuffer HBS+Ca 2 * (10 mM HEPES, pH 7,4; 
150 mM NaCl; 0,005% P20; 1 mM CaC! 2 ) einhundertfach verdiinnt. AJs Negativkontrolle 
wurden die Konstrukte in HBS ohne Ca 2 * Zugabe verdiinnt. Anschliefiend wurden die 
Substanzen iiber einen SA-Pioneer-Chip (BIAcore 2000 / BIAcore AB, Freiburg) bei 
einer Flufigeschwindigkeit von 20 pl/min gegeben. Vorher wurden die Flufizellen mit 
jeweils 100 RU multivalenten Polyacrylamid-Biotin-derivatisierten Liganden (Syntesome 
GmbH, Munchen) beladen: Fc-1 = N-Acetyllactosamin (Negativkontrolle), Fc-2 = sialyl- 
Lewis' ( L-Selectinligand), Fc-3 = Sulfo-Tyrosin-sialyl-Lewis" (optimierter L- 
Seleainligand). Die Bindung der L-Selectinchimaren-Goldkolloid-Konstrukte erfolgte 
ausschliefilich bei Anwesenheit von Calciumionen an Fc-2 mit 250 RU, an Fc-3 mit 700 
RU. Ohne Zugabe von Calcium bzw. bei Verwendung von reinen L-Selectinchimaren 
(ohne Goldkolloidbeladung) wurde keine Bindung bzw. Mefisignale im Bereich von 1 RU 
festgestellt. 
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Beispiel 9: Wirknachweis mit L-Selectin-Ig-Chimaren-Protein G-Goldk lloid- 
Konstrukten 

NMRI-Mausen wurde je Tier 12 Maus- bzw. Ratten-L-Selecunchimaren-Protein G- 
Goldkolloid-Konstrukte (Herstellung siehe Beispiel 7; Stoffmenge bezogen auf den L- 

5 SelectinchimarenanteiD bzw. als Kontroile unbeladene Protein G-Goldkolloid- 

Konstrukte intravenos injiziert. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden die peripheren 
Lymphknoten entnommen und in Gefrierschnitten mit nachfolgender Silberfarbung 
analysiert. Direkt nach dem "first pass" bis zu einem Zeitraum von 30 Minuten nach 
Injektion konnten im Falle der mit Selectinchimaren-Konstrukten behandelten Tiere 

10 Goldkolloide an der luminalen Seite der hochendothelialen Venolen im Lymphknoten 
nachgewiesen werden. Tiere, die die Kontrollsubstanz erhielten, zeigten keinerlei 
Goldkolloide in den Lymphknoten. 

Beispiel 10: Synthese von 198Au-KolIoid-Protein G-L-Selectin-Ig-Chimaren- 
15 Konstrukten (als szintigraphisches KontrastmitteD 

100 jig der L-Selecun-Ig-Chimaren-Protein G-Goldkolloid-Konstrukte (Herstellung 
siehe Beispiel 7) wurden in der Neutronenstrahlaktivierungsanlage des Kernreaktors 
BERII in aqua dest. bestrahlt, bis eine speziflsche Aktivitat von 300 - 500 MBq /100 
fig bezogen auf den L-Selectin-Anteil erreicht wurde. 

20 

Beispiel 11: In-vivo-szintigraphische Messung nach Gabe von 1231-Newport 
Green-L-Seiectin-Kontrastmittel bzw. 198Au-KoIIoid-Protein G-L-Selectin-Ig- 
Chimaren-Kontrastmittel 

Die Kaninchen wurden mit Ketamin / Xylazin narkotisiert. Die Konstrukte gemaB 
25 Beispiel 10 mit einer spezifischen Aktivitat von 300 - 500 MBq /100 \i% bezogen auf 

den L-Selectin-Anteil wurden intravenos injiziert. Mittels dynamischer Messung im 

Minutentakt und abschlieBend mit einer statischen Messung nach 30 Minuten wurden 

die Tiere mit der Gammakamera SP4HR (Elscint, jetzt General Electrics) untersucht. 

Dabei wurden vor allem die Lymphknoten untersucht. Die Tiere wurden unter der 
30 Kamera positioniert, und die erste Untersuchung erfolgte vor der Gabe des 

Kontrastmittels. Im AnschluB an die Injektion wurde das Tier zu verschiedenen o.g. 

Zeitpunkten untersucht. Dabei wurde fur die Bildgebung mit I23 Iod-Isotopen ein APC 
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3-Kollimator und fur die Darsteilung der 198 Au-Isotope ein APC 6-Kollimator 
verwendet. Lage, Grofie und Erscheinungsbild der einzelnen Lymphknoten wurden 
bestimmt. 

Beispiel 12: In-vivo-Rontgenbiidgebung nach Gabe von L-Selectin-Ig-Chimaren- 
Protein G-Goldkolloid-Kontrastmittel 

Die Tiere (Mause) wurden mit 0.05 ml Ketamin/Rompun (2: 1) i. p. narkotisiert. 
Jeweils 25 /*g der L-Selectin-Ig-Chimaren-Protein G-Goldkolloide (hergestellt nach 
Beispiel 7) bzw. Protein G-Goldkolloide (als Negativkontroile) wurden intravenos 
injiziert. Nach 30 Minuten wurden die Tiere mit einem 7fach zoomfahigen 
Mammographen (Picker) untersucht und die zervikalen und poplitealen Lymphknoten 
bei 25 kV und 10 mAs Bestrahlung dargestellt. Die Darsteilung der 
Kontrastmittelanreichemng in den Lymphknoten erfolgte bei 45 kV und 4,5 mAs 
Bestrahlung. 



Beispiel 13: Synthese von partikularen Chelator-Magnetiten und Kopplung von 
multi-His-L-Selectin als Magnetresonanz-Kontrastmittel 

Kopplung von NTA (Nitrilotriessigsaure-Derivat; a-N-[Bis-Carboxymethyl-]Lysin) an 
Dextran magnetite 

Die Dextranmagnetite (US 4,101,435) wurden in wassriger Losung mit einem 

r 

31fachen TeilchenuberschuB an Natriumperiodat (bezogen auf das Carboxydextran der 
Dextranmagnetithulle) fur 30 min unter Ruhren im Dunkeln bei Raumtemperatur (RT) 
oxidiert. Anschliefiend wurde das Natriumperiodat quantitativ uber eine Gelfiltration 
abgetrennt. Die Dextranmagnetite wurden in Phosphatpuffer (0. 1 M Phosphatpuffer 
pH 7.0) eluiert. Anschliefiend wurde NTA zu den oxidierten Dextranmagnetiten 
hinzugegeben und fur 2 h bei RT unter gelegentlichem Schutteln im Dunkeln 
inkubiert. Dabei konnte NTA im Uberschufi an die Dextranmagnetite gekoppelt 
werden. Anschliefiend wurde 1/10 Volumen des Reduktionsmittels Dimethylboran 
(150 mM in H 2 0) hinzugegeben und fur weitere 2 h bei RT unter gelegendichem 
Schutteln im Dunkeln inkubiert. Der letzte Schritt wurde wiederholt, gefolgt von einer 
Inkubation bei 4°C uber Nacht. Die Abtrennung des ungebundenen NTA vom an die 
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Oberflache der Dextranmagnetite gebundenen NT A enolgte uber Gel- oder 
Ultrafiltration. Die Dextranmagnetite wurden in PBS oder in 0. 1 M HEPES (jeweils 
pH 7.0-7.4) eluien und durch die Zugabe von 5 mg/ml Carboxydextran 
(Endkonzentration) stabilisien. Die Partikel wurden sterilfiltriert. und es wurde 
5 Natriumazid in einer Endkonzentration von 0.1% hinzugegeben. Anschlieflend wurde 
der Eisengehalt der Suspension sowie die mittlere Teilchengrofle der Partikel 
bestimmt. 

Um die Kopplungseffizienz des NTA an die Partikeloberflache zu uberprufen, wurden 
die Dextranmagnetite zunachst mit 10 mM EDTA in PBS oder 0,1 M HEPES fur 1 h 

10 bei RT unter gelegentlichem Schutteln inkubiert. Anschiieltend wurde das EDTA uber 
Gel- oder Ultrafiltration abgetrennt, und die Probe mit Co 2 ", Ni 2+ oder vergleichbaren 
zweiwenigen Ionen inkubiert, die von dem Chelator komplexiert werden. 
Uberschussige Ionen wurden dann uber Gel- oder Ultrafiltration von den Partikeln 
abgetrennt. Die Anzahl an auf der Partikeloberflache gebundenen NTA-Molekulen 

15 konnte durch eine ICP-Messung der gebundenen Ionen bei Subtraktion der Ionen, die 
an unmodifizierte Dextranmagnetite binden, ermittelt werden. 

Kopplung von multi-His-L-Selectin an NTA-Dextranmagnetite 

Die NTA-tragenden Dextranmagnetite wurden zunachst mit Ni 2+ -Ionen (o. a. Ionen) 

und dann mit multi-His-getaggten Selectinmolekulen in PBS oder 0. 1 M HEPES mit 

20 0.2% Milch (zur Reduktion unspezifischer Bindungen) fur 10 min bei RT inkubiert. 
Ungebundene Selectinmolekule wurden uber geeignete Ultrafiltration seinhei ten oder 
uber Magnetsaulen (Miltenyi Biotec) bei angelegtem Magnetfeld) abgetrennt. 
Die resultierenden Kontrastmittel-Konstrukte wurden in vitro auf ihre 
Bindungsiahigkeit z.B. im Gefrierschnitt peripherer Maus-Lymphknoten uberpruft und 

25 konnten dann fur In-vivo-Experimente zur Bildgebung eingesetzt werden. 

Beispiel 14: Synthese von Protein G-Magnetiten und Kopplung von L-Selectin-Ig- 
Chimaren 

Kopplung von Protein G an Dextranmagnetite 
30 Die Dextranmagnetite wurden zunachst wie im obigen Beispiel beschrieben. mit 
Natriumperiodat oxidiert. UberschQssiges Natriumperiodat wurde uber Gelfiltration 



WO 01/17566 PCT/EP00/08693 

-17- 

abgetrennt. die Dextranmagnetite wurden in- Natriumazetarpuffer (100 mM 
NatriumazeiatputYer pH 3.9) eluiert. 

AnschlieBend wurde Protein G hinzugeben und fur 2 h bei RT im Dunkeln unter 
gelegentlichem SchGtteln inkubiert. Die Reduktion mit Dimethylboran eriblgte wie im 

5 obigen Beispiel beschrieben. Vor der Inkubation, die uber Nacht stattfindet. wurde 
zusatzlich zur Stabilisierung der Partikel 5 mg/ml Carboxydextran (Endkonzentration) 
hinzugegeben. Die Abtrennung des ungebundenen Protein G erfoigte uber 
Ultrafiltration. Die Partikel wurden sterilfiltriert, und es wurde Natriumazid in einer 
Endkonzentration von 0. 1% hinzugegeben. AnschlieBend wurde der Eisengehalt der 

10 Suspension sowie die TeilchengroBe der Partikel bestimmt. Die Kopplungseffizienz 
konnte ermittelt werden, indem der Versuch in Anwesenheit kleinerer Mengen an 
radioaktiv markiertem Protein G durchgefiihrt wurde . 
Kopplung von L-Selectin-Ig-Chimaren 

AnschlieBend wurden die Protein G tragenden Dextranmagnetite mit den IgG- 
15 Selectinchimaren fur mindestens 2 h bei RT oder uber Nacht bei 4°C inkubiert. Die 
resuitierenden Kontrastmittel-Konstrukte wurden in vitro auf ihre Bindungsfahigkeit z. 
B. im Gefrierschnitt peripherer Maus-Lymphknoten uberpruft und konnten dann fur 
In-vivo-Experimente zur Bildgebung eingesetzt werden. Bei ausreichend magnetischen 
Partikeln konnten zuvor die ungebundenen IgG-Selectinchimaren uber Magnetsaulen 
20 (Miltenyi Biotec) bei angelegtem Magnetfeld abgetrennt werden. 

r 

Beispiel 15: Synthese von Dendrimer-Cheiator-Signaleinheiten und Koppiung von 
multi-His-L-Selectin 

Verwendet wurden Metallchelator-tragende Dendrimere DSM-64-NTA-Gd-DTPA 
25 (Herstellung siehe WO 99/32154), die als Signaleinheit fur MR-Bildgebung bis zu 28 
Gadolinium-DTPA-Komplexe enthielten. 10 fig der Dendrimere, mit einer 
Bindungskapazitat von bis zu 30 multi-His-Proteinen pro Dendrimer wurden durch 
Inkubation mit 50 mM Nickelacetat mit Ni 2+ -Ionen fur 10 Minuten bei 
Raumtemperatur beladen und uber PD 10-Gelchromatographie von ungebundenen Ni 2+ - 
30 Ionen gereinigt. AnschlieBend wurde der Ansatz mit 7 mg muiti-His-getaggten 
Selectinmolekulen in 10 mM HEPES (pH 7.4) fur 1 Stunde bei RT inkubiert. 
Ungebundene Selectinmolekule wurden uber Gelchromatographie von den multi-His- 
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L-Selectin-Dendrimeren abgetrennt. Der Beladungsgrad betrug durchschnittlich 10-15 
muUi-His-L-Selectine pro Dendrimer. 

Die Bindungstahigkeit dieser Kontrastmittel-Konstrukte wurde in vitro im 
Gefrierschnitt an peripheren Maus-Lymphknoien uberpruft, indem die Komplexe nach 
5 Inkubation auf dem Gefrierschnitt mit dem nichtblockierenden Antikorper LAM1-14 
(Mihelcic et al., 1994) und anschlieftender Farbung miteinem fluoreszierenden 
Sekundarantikdrper detektien wurden. 

Beispiel 16: MR-Messung von Ex-vivo-Agar-Phantomen 
10 Die L-Selectin-Ig-Chimaren-Protein G-Magnetit-Konstrukte (hergestellt nach Beispiel 

14) wurden Tieren (Mausen, Ratten, Kaninchen) intravenos injiziert. Zu vorher 

festgeiegten Zeitpunkten (z.B. 5 Minuten, 0,5 Stunden, 1 Stunde) wurden die Tiere 

getotet (durch Injektion einer Uberdosis Narkosemittels), und verschiedene Organe 

(Lymphknoten, Milz, Leber) wurden entnommen und gewogen. 
15 Beispiel In-vivo-Gabe: 4 Tiere (NMRI, Schering SPF, 18 - 22 g, weibl.) 

Narkose: 0.05 ml Ketamin/Rompun (2:1) i. p. 

Maus 1 u. 2: Kontrolltiere 

Maus 3: erhielt ca. 443 C 24.2 /xg) /xl DDM128N-Protein G i. v. (V. caudalis) als 
Kontroile. 

20 Maus 4: erhielt ca. 525 C 24.3 ng) pi DDM128N-Protein G-Maus-L-Selectin-Ig- 
Chimaren i. v. (V. caudalis) 

Nach 5 Minuten wurden die peripheren Lymphknoten (inguinal, iliacal, zervikal, 
popliteal, axial), ein Stuck der Leber und der Milz entnommen und gewogen. 
Vorbereitung des Agar-Phantoms: Anfenigung eines Agar-Phantoms: 2 % Agar- 

25 Losung (fur Mikrobiologie) mit 0,05 mM Magnevist®. Agar wurde in der Mikrowelle 
erhitzt (Einsteilungen: qick digest: power 70 - 80 %, fan speed 100, time 10 min; 
pressure 10) bis die Losung klar war und die Luftblasen verschwunden waren. Die 
erste Schicht (ca. 1-2 cm) wurde in ein rechteckiges PlasukgefaB eingefullt, 
Abkuhlung fur ca. 30- 60 min bei Zimmertemperatur. Die Organe wurden auf dem 

30 Agar angeordnet und mit einer 2. Schicht flussigem Agar uberschichtet. Die 

Abkuhlung erfolgte bis zur Aushartung, danach wurde das Phantom im Kuhlschrank 
gelagert. 
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MR-Messung: Das Phantom wurde mit verschiedenen Sequenzen gemessen. Zur 
Positionsbestimmung wurde eine Tl-gewichtete Sequenz benutzt (z. B. TR 400 / TE 
15, Rare Factor = 2, Averages = 4. Matrix 256 x 256, Schichtdicke 3 mm). 
Anschlieflend wurde das Phantom mitteis Eisen (Magnetit)-sensitiver Sequenzen 
5 vermessen (T2-gewichtet: TR/TE 2500/14, Rare Factor = 16. Averages = 4. 

Schichtdicke 3 mm, Matrix 256 x 256; Gradienten-Echo: TR/TE 400/15, Averages = 
4, Flipwinkel 30°). Fur die Auswertung mit einem Bildverarbeitungsprogramm 
wurden ROTs (regions of interest) auf die einzelnen Organe gelegt, die 
Signalintensitaten bestimmt und vergiichen. 

10 

Beispiel 17: In-vivo-MR-Messung nach Gabe von L-Selectin-Magnetit- 
Konstrukten 

Die Tiere (Mausen, Ratten, Kaninchen) wurden narkotisiert (z. B. Ketamin / Xylazin) 
und die Konstrukte nach Beispiel 14 wurden intravenos injiziert. Zu vorher 

15 festgelegten Zeitpunkten (z.B. 5 Minuten, 1 Stunde, 4 Stunden) wurden die Tiere mit 
der Magnet-Resonanz-Tomographie untersucht. Dabei wurden vor allem die 
Lymphknoten und entzundete Areale untersucht. Die Tiere wurden im MR-Gerat 
positioniert und die erste Untersuchung erfolgte vor der Gabe des Kontrastmittels. Im 
Anschlufl an die Injektion wurde das Tier zu verschiedenen o.g. Zeitpunkten mit 

20 verschiedenen Sequenzen untersucht. Zur Positionsbestimmung wurde eine Tl- 
gewichtete Sequenz benutzt (z. B. TR 400 / TE 15, Rare Factor = 2, Averages = 4, 
Matrix 256 x 256, Schichtdicke 3 mm). AnschlieBend wurden die Tiere mitteis Eisen- 
sensitiver Sequenzen dargestellt (z. B. T2-gewichtet: TR/TE 2500/14, Rare Factor = 
16, Averages = 4, Schichtdicke 3 mm. Matrix 256 x 256: Gradienten-Echo: TR/TE 

25 400/15, Averages = 4. Flipwinkel 30°). Fur die Auswertung mit einem 

Bildverarbeitungsprogramm wurden ROFs (regions of interest) auf die einzelnen 
Organe gelegt, die Signalintensitaten bestimmt und vergiichen. Lage, Grofie und 
Erscheinungsbild der einzelnen Lymphknoten wurden besummt. 
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Beispiel 18: Direkte und indirekte Koppiung von NIR-Farbstoffen an L-Selectin- 
Ig-Chimaren 

l t r-Bis-(4-sulfobutyl)indotricarbocyanin-5-carbonsaure wird in Anlehnung an 
bekannte Literaturverfahren durch Umseizung mit 3-Aminopropyl-t-butylcarbamat. 

5 Freisetzung der Aminogruppe durch saure Spaitung mit Trifluoressigsaure. in 
Aminopropyl]-bis- 1 , 1 '^-sulfobutyiiindotricarbocyanin-S-carbonsaureamid 
ubergefuhrt. Dieser, im folgenden als NIR-Farbstoff bezeichnet, wurde direkt mit den 
Maus- und Ratten-L-Selectin-Ig-Chimaren kovalent gekoppelt. Die Koppiung erfolgt 
uber eine Aminogruppe des Farbstoffes an die oxidierte Chimare. Dabei erfolgte die 

10 Oxidation mittels Natriumperiodat mit einem 31fachen MolekuluberschuB bezogen auf 
die Stoffmenge der Chimare (100 fig) fur 30 min unter Ruhren im Dunkeln bei 
Raumtemperatur (RT). AnschlieBend wurde das Natriumperiodat quantitativ uber eine 
Gelfiltration abgetrennt und die Farbstoffinkubation mit SOfachem UberschuB an NIR- 
Farbstoff angeschlossen. AnschlieBend wurde 1/10 Volumen des Reduktionsmittels 

15 Dimethylboran (150 mM in H 2 0) hinzugegeben und fur weitere 2 h bei RT unter 
gelegentlichem Schutteln im Dunkeln inkubiert. Nicht gebundener Farbstoff und 
Reduktionsmittel wurde durch Ultrafiltration in Phosphatpuffer (0. 1 M Phosphatpuffer 
pH 7.0) abgetrennt. Die L-Seiectin-Ig-Chimaren konnten mit je 2-5 NIR- 
Farbstoff molekulen beladen werden, deren Fluoreszenzquantenausbeute bei etwa 50% 

20 des Ausgangswertes lag. Die Bindungsfahigkeit der MR-L-Selectin-Ig-Chimaren 
wurde in vitro im Gefrierschnitt an peripheren Maus-Lymphknoten uberpruft. indem 

r 

die Lokalisation der NIR-fluoreszierenden Komplexe nach Inkubation direkt mittels 
NIR-CCD-Mikroskopkamera gezeigt wurde. 

Bei der indirekten Markierung wurde 15 fig Protein G mittels Natriumperiodat mit 
25 einem 30fachen MoIekuluberschuB bezogen auf die Stoffmenge an Protein G - wie fur 
die direkte Markierung beschrieben - oxidiert, zwischengereinigt und mit 50fachem 
UberschuB an NIR- Farbstoff Li 196 inkubiert. Reduktion mit Dimethylboran und 
anschlieBende Reinigung erfolgten wie oben beschrieben. AnschlieBend wurden in 
einem Volumen von 100 in 10 mM HEPES (pH 7.4) 10 /xg der NIR-Protein G- 
•>o Konnionte Tiir ncv.irnolnren Sfoffme rt ?e^ ir> Maus- hzw Ratten-L-Selectin-Te- 
Chimaren (60 fig) uber Nacht bei 4°C versetzt. Eine Abtrennung der einzelnen 
Ausgangskomponenten vom sich gebildeten L-Selectin-Ig-Chimaren-NIR-Protein G- 
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Komplex war nicht erforderlich, da sich dieser zu 90% gebildet hatte, und die 
verbliebenen 10% der L-Selectin-Ig-Chimaren die Bindung der Komplexe in vitro im 
Gefrierschnitt an periphere Maus-Lymphknoten kompetitiv nicht behindenen. 

5 Beispiel 19: In-vivo-NIR-Messung nach Gabe von L-Selectin-NIR-Konstnikten 

Die Tiere (Mause, Kaninchen) wurden narkotisiert (z. B. Ketamin / Xylazin), und die 
Konstrukte wurden intravenos injiziert. NMRI-Mausen wurde je Tier 12 fig direkt 
markierte NIR-Maus-L-Selectinchimaren (siehe Beispiel 18) intravenos injiziert. Eine 
Stunde nach der Injektion konnten die peripheren zervikalen und poplitealen 
10 Lymphknoten unter NIR-Fluoreszenz mit einer NIR-CCD-Kamera (RTE/CCD-576, 
Visitron Systems GmbH) direkt dargestellt werden. 

Beispiel 20: Funktionalisierte gasgefiillte Mikrokapseln 

15 (a) Herstellung der Mikrokapseisuspension 



In einem 20 I Reaktor werden 7 1 einer waBrigen i%igen Octoxynol-Ldsung bei einem 
pH-Wert von 2.5 vorgelegt und mit einem Rotor-Stator-Mischer bei hohem Schergefalle 
gemischt, so dass eine Selbstbegasung mit starker Schaumbildung erfoigt. 100 g 

20 Cyanacrylsaurebutylester werden rasch (<1 Minute) zugegeben und dispergiert. Es wird 
60 Minuten unter Selbst-begasung polymerisiert, wobei sich gasgefullte Mikrokapseln 
ausbilden. In einem Scheidetrichter wird das Flotat separiert, der Unterstand abgelassen 
und das Flotat mit 3 1 einer waBrigen 0,02%igen Octoxynol-Losung resuspendiert. Die so 
erhaltene Mikrokapseisuspension hat einen Poiymergehalt von 9.46 mg/ml, eine Dichte 

25 von 0.943 g/mi und einen pH-Wert von 3.5. 

(b) Funktionalisierung der gasgefullten Mikrokapseln durch partielle 
Seitenkettenhydroiyse 

30 2500 g einer Mikrokapseisuspension gemaB (a) werden unter Ruhren mit 50.1 g 

Natronlauge der Konzentration 8 *10* 2 mol/l versetzt. Es resultiert im Reaktionsansatz 
ein pH-Wert von 12. 1 . Es wird 20 Minuten bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend 
wird der pH-Wert mit 1 N Salzsaure auf pH 3.5 eingestellt. 
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Beispiei 21: Bindung von L-Seiektin an funktionalisierte gasgefullte Mikrokapseln 

Die Mikrokapseisuspension gemaB Beispiel 20 wirci durch mindestens 5maiige Flotation 
5 gereinigt. 1 ml der gereinigten Mikrokapseisuspension mit einer Konzentration von 
5*10 9 Partikeln pro mi werden in 10 mM Acetat, pH 4.0 umgepuffert und mit 
0.1 M EDC/NHS aktiviert. AnschlieBend wird mit 0.25 mg Protein G (Sfacher 
UberschuB) fur eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Die Reaktion wird durch eine 
15miniitige Inkubation mit 1M Ethanolamin abgeschiossea 
10 Die gasgefiillten Mikrokapseln, an denen Protein G gebunden wurde, werden durch 
mehrfaches Waschen mitteis Zentrirugation bei max. 500 g gereinigt. Die gereinigten, 
gasgefiillten Protein G-bindenden Mikrokapseln werden uber Nacht mit 100 ug L- 
Selektin-Ig-Chimaren inkubiert. 

50 % der L-Selektinmenge wurde an den Mikrokapseln gebunden (FACS-Messung: 
15 Sattigungsreihe mit anti-Selektin-Antikorpern). 

Beispiel 22: In-vivo-sonographische Messung nach Gabe von L-Selectin-Ig- 
Chknaren-Protein G-Polymermikrokapseln 

Die Kaninchen wurden mit Ketamin / Xylazin narkou'siert. 1 ml der echogenen L- 
20 Selectin-Ig-Chimaren-Protein G-Polymermikrokapseln (L-Selectin- 

Polymermikrokapseln, siehe Beispiel 21) mit einer Konzentration von 1*10 9 
Partikel/ml in isotoner wassriger Dispersion wurden intravenos injiziert. Als Kontrolle 
wurden Protein G-Polymermikrokapseln ohne L-Selectin-Ig-Chimaren-Beladung 
injiziert. Direkt nach Gabe des Kontrastmittels wurde mit der sonographischen 
25 Bildgebung der cervicalen und popiitealen Lymphknoten im Harmonic Imaging Modus 
begonnen. Aufgrund der hepatischen Clearance ungebundener Polymermikrokapseln 
erreichte nach 30 Minuten das Signal-Hintergrundsverhaltnis der sich im Target 
anreichernden L-Selecun-Polymermikrokapseln optimale Werte. 
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Patentanspruche 

1. Konirastmittel zur Darstellung von Lymph knotenveranderungen, von entziindlichen 
Prozessen oder von pathologischen Veranderungen, welche mit der spezifischen 

5 Expression von endothelialen und/oder leukozytaren Liganden verbunden sind, 

dadurch gekennzeichnet, daB ein Rezeptor, ein Rezeptorfragment oder eine Gruppe 
von Rezeptoren fur spezifisch exprimierte endotheiiale Liganden in definiener 
Ausrichtung an eine Signaieinheit gekoppelt sind. 

2. Kontrastmittei gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die definierte 

10 Ausrichtung des Rezeptors dadurch zustande kommt, daB das C-terminale Ende des 
Rezeptors an die Signaieinheit gekoppelt wird, wahrend das die Bindungsdoman 
enthaltende N-terminale Ende des Rezeptors von der Signaieinheit weg gerichtet 
ist. 

3. Kontrastmittei gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB der Rezeptor aus 
15 mindestens 2 Molekulen besteht. 

4. Kontrastmittei gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafl die mindestens 2 
Molekule einen Abstand am N-terminalen Ende von 1-8 nm zeigen, oder aber 
einen Abstand aufweisen, der dem Abstand der N-terminalen Enden von chimaren 
Molekulen entsprechen, also z.B. Rezeptoren die gegen die Fab-Fragmente von 

20 Immunglobulingrundgeriisten substitutiert wurden. 

5. Kontrastmittei gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB der Rezeptor ein 
L-Selectin-Derivat ist. 

6". Kontrastmittei gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB der Rezeptor L- 
Selectin ist. 

25 7. Kontrastmittei gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB der Rezeptor eine 
L-Selecun-Ig-Chimare ist. 

8. Kontrastmittei gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafi die Signaieinheit 
ein paramagnetisches Teilchen enthalt. 

9. Kontrastmittei gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Signaieinheit 
30 ein superparamagnetisches Teilchen enthalt. 

10. Kontrastmittei gemaB Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB die Signaieinheit 
ein superparamagneusches Eisenoxidteilchen ist. 
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11. Kontrastmittel gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Signaieinheit 
ein mit Gas gerulites Teilchen ist. 

12. Kontrastmittel gemaB Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB die Signaieinheit 
ein paramagneusches Metallatom en thai t. 

5 13. Kontrastmittel gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet. daB die Signaieinheit 
ein Schwermetallion enthalt. 

14. Kontrastmittel gemiB Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB die Signaieinheit 
ein iodhaltiges Molekul enthalt. 

15. Kontrastmittel gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Signaieinheit 
10 ein Radionuklid enthalt. 

16. Kontrastmittel gemaB Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet, daB die Signaieinheit 
ein Farbstoffmolekul enthalt, welches Nahinfrarotstrahlung absorbiert. 

17. Kontrastmittel gemaB einern der Anspruche 1 bis 16, dadurch gekennzeichnet, daB 
der Rezeptor mit Hilfe einer Kopplungsgruppe an die Signaieinheit gekoppelt ist. 

15 18. Kontrastmittel gemaB Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Kopplungsgruppe ein Polyhistidinrest ist. 

19. Verfahren zur Herstellung von Kontrastmitteln zur Darstellung von 
Lymphknotenveranderungen, von entzundlichen Prozessen oder von 
pathologischen Veranderungen, welche mit der spezifischen Expression von 

20 endothelialen und/oder leukozytaren Liganden verbunden sind, dadurch 

gekennzeichnet, daB ein multimerisiener Rezeptor, welcher an die endothelialen 
Liganden bindet, an eine Signaieinheit gekoppelt wird. 

20. Verfahren gemaB Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, daB der multimerisierte 
Rezeptor eine L-Selectin-Ig-Chimare ist. 

25 21. Verfahren zur Herstellung von Kontrastmitteln zur Darstellung von 
Lymphknotenveranderungen, von entzundlichen Prozessen oder von 
pathologischen Veranderungen, welche mit der spezifischen Expression von 
endothelialen und/oder leukozytaren Liganden verbunden sind, dadurch 
gekennzeichnet, daB mehrere Rezeptoren, welche an die endothelialen Liganden 

30 binden, definiert und gerichtet mit Hilfe einer Kopplungsgruppe an eine 
Signaieinheit gekoppelt werden. 
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22. Verfahren gemaB Anspmch 18, dadurch gekennzeichnet, dafl die Kopplungsgruppe 
ein Polyhistidinrest ist. 

23. Verfahren zur Herstellung von Kontrastmitteln zur Darstellung von 
Lymphknotenveranderungen, von entzundlichen Prozessen oder von 
pathologischen Veranderungen, welche mil der spezifischen Expression von 
endoihelialen und/oder leukozyiaren Liganden verbunden sind, dadurch 
gekennzeichnet, daft der C-Terminus eines L-Selectin-Molekuls an ein 
Streptavidin-, Avidin- oder Biotinmolekul gekoppelt ist, die Signaleinheit ein 
Biotin-, Streptavidin- oder Avidinmolekul enthalt, und die Kopplung durch die 
spezifische Bindung zwischen Streptavidin und Biotin bzw. Avidin und Biotin beim 
Zusammengeben der L-Selectin-Molekule mit der Signaleinheit entsteht. 

24. Verwendung von L-Selectin-Ig-Chimaren zur Herstellung von Kontrastmitteln fur 
die Darstellung von Lymphknotenveranderungen, von entzundlichen Prozessen 
oder von pathologischen Veranderungen, welche mit der spezifischen Expression 
von endothelialen und/oder leukozyiaren Liganden verbunden sind. 



